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SUMARIO

Neste trabalho € feita uma descricio das principais técnicas utilizadas no
diagndstico laboratorial da leptospirose animal, sublinhando alguns aspectos que se
julga serem uteis no esclarecimento das suas possibilidades e limitacoes, interpre-
tacao dos resultados e recolha de material a enviar ao laboratdrio.

DIAGNOSTIC LABORATORIEL DE LA LEPTOSPIROSE ANIMALE
RESUME

L’auteur réfert les principales techniques utilisées pour le diagnostic de labo-
ratoire de la leptospirose animale. Quelques aspects qu'on croit étre utiles pour
I’éclaircissement de leur capacités et limitations ont été soulignés, ainsi que linter-
pretation des résultats et le prélevement du matériel a4 envoyer au laboratoire.

LABORATORY DIAGNOSIS OF ANIMAL LEPTOSPIROSIS
SUMMARY

This paper describes the main techniques for the laboratory diagnosis of animal
leptospirosis, with a special analysis of some aspects which are thought to he useful
for a better understanding of their possibilities and limitations, interpretation of the
results and selection of samples to send to the laboratory.
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA LEPTOSPIROSE ANIMAL

TERESA ROCHA *

INTRODUCAO

O diagnodstico da Leptospirose, baseado uni-
camente nos sinais clinicos, € dificil, pois estes
variam extensivamente em todos os animais
domeésticos. O diagndstico depende da avalia-
¢ao da historia pregressa individual ou do
efectivo, sinais clinicos, lesdes, dados epide-
mioldgicos e resultados laboratoriais. E im-
portante ter em conta a patogénese da doenca
para uma seleccao do material apropriado a
enviar ao laboratorio (1).

Em linhas gerais, a evolucédo da infeccao de-
corre da seguinte forma: apds penetracio atra-
vés da pele ou mucosas, as leptospiras multi-
plicam-se no sangue e tecidos durante alguns
dias, seguindo-se 0 aparecimento de anticorpos
por reac¢ao imunitdria e eliminacao dos mi-
crorganismos pela urina. A persisténcia de
leptospiras nos rins pode dar origem a uma
leptospiridria prolongada (2). Esta, usualmente
evidente duas ou trés semanas apos a infec-
¢ao, pode durar de apenas algumas sSemanas
a cerca de dois anos (3), podendo ser intermi-
tente. O contacto directo ou indirecto com a
urina de animais portadores de leptospiras € a
via mais usual de propagacao da infeccao (1).
Quando a leptospirose ocorre durante a gra-
videz pode dar origem as seguintes complica-
coes: infeccao intra-uterina com morte fetal e
aborto, nado-mortos, partos prematuros e si-
nais de leptospirose congénita dentro de 1-2
semanas apos o parto. As leptospiras podem
ser secretadas no leite durante a fase septicé-
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mica, sendo as maes lactantes nesta fase pos-
siveis transmissoras aos animais jovens (1).

Considerando portanto a evolucao do pro-
cesso infeccioso, conclui-se que, no diagnéstico
laboratorial da leptospirose, pode fazer-se a
pesquisa do microrganismo em si (durante a
fase de leptospirémia, leptospiruria, ou me-
diante andlise de tecidos ou certos fluidos cor-
porais colhidos na necroépsia) e/ou a pesquisa
de anticorpos quando se supde ter ja havido
reaccao imunitdria. Estas pesquisas podem in-
cidir sobre animais jovens ou adultos, mas
também podem fazer-se nos fetos.

As leptospiras sio classificadas de acordo
com oOs seus caracteres antigénicos. A base
taxonomica para o Genus «Leptospira» € o
serovar. Os serovars que tém uma relacao se-
roldgica mais estreita, embora possuam dife-
rencas antigénicas individuais, sdo agrupados,
para fins praticos, em serogrupos (1). Exis-
tem actualmente 183 serovars de Leptospira
interrogans (leptospiras patogénicas) agrupa-
das em 25 serogrupos distintos (16).

Este trabalho pretende fazer uma revisao
das principais técnicas actualmente utilizadas
no diagndstico laboratorial da leptospirose ani-
mal, sem intencao de descrever em pormenor
a sua execucdo, mas antes de fazer referéncia
a sua aplicacado, importancia relativa, inter-
pretacao de resultados e recolha de material
apropriado para andlise laboratorial. Em cada
capitulo sdo especialmente desenvolvidos al-
guns aspectos que julgamos uteis no sentido
de um maior esclarecimento acerca das possi-
bilidades e limitacbes das vdrias técnicas de
diagnostico laboratorial.



TESTE DE AGLUTINACAO MICROSCOPICA

O teste de aglutinacao microscopica (para a
pesquisa de anticorpos) é a base do diagnos-
tico seroldgico da leptospirose e classificacao
das leptospiras (1).

Os soros em estudo sdo diluidos individual-
mente ou em «pooly (4) e distribuidos numa
microplaca, apds o que se adiciona igual vO-
lume de antigénio; as placas sdo incubadas e
o grau de aglutinacdo observado em micros-
c6pio de fundo escuro. O titulo final € dado
pela diluicdo sérica em que se verifique 50 %
de aglutinacao (1).

Os antigénios usados s@o culturas vivas ou
mortas por formalina (1). As culturas vivas,
que devem ter uma densidade e tempo de cres-
cimento adequados, sdo mais sensiveis e per-
mitem a obtencdo de reaccoes a titulo mais
alto, embora tenham a desvantagem de pode-
rem contaminar-se com mais facilidade e exi-
girem uma manutencio e manipulag¢do mais
cuidadas; as culturas mortas por formalina
estdo relativamente livres de problemas de
contaminacdo e manipulacdo, mas tendem a
proporcionar mais reaccoes cruzadas e titulos
mais baixos (1); além disto, s@o susceptiveis
de se deteriorar por aparecimento de aglutina-
cbes espontaneas com deposicao de leptospi-
ras, tornando a suspensao insuficientemente
densa para ser utilizada (5). No L.N.I.V. utili-
zam-se culturas vivas como antigénio.

Os soros imunes humanos apresentam reac-
cbes cruzadas em muito maior grau que OS
soros animais, demonstrando uma quase uni-
versal reaccdo cruzada com 0Os serovars patoc
e andamana de Leptospira biflexa (leptospi-
ras saprofitas); este facto permitiu utilizar
estas estirpes como antigénios para testes
«screening» especificos de «Genus» (1). Con-
tudo, a sua aplicacao no estudo de soros ani-
mais, relativamente serovar-especificos, nao ¢
vidvel, tendo estes de ser testados inicialmente
com o serovar homdlogo para se detectar a pre-
senca de anticorpos anti-leptospira (1, 5).

A escolha dos antigénios a utilizar na reac-
cao de aglutinagao microscopica deve ser cri-
teriosa. Sempre que nao se disponham de
dados suficientes sobre as prevaléncias de anti-
génios individuais locais, devem usar-se 0Os re-
comendados pela O.M.S. (1), tendo ainda em
conta a mais recente subdivisdo do serogrupo
Hebdomadis em 3 serogrupos distintos (Mini,
Hebdomadis e Sejroe) proposta por Kmety
(6). Segundo a OM.S. (7), em alguns paises
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pode ser conveniente cancelar, substituir ou
adicionar estirpes, dependendo das condicoes
locais e da finalidade dos testes. As estirpes
recomendadas sio estirpes de referéncia, mas
por vezes pode ser Util a sua substituicao por
outras homologas (5).

Confrontando assim cada soro em estudo
com uma adequada bateria de antigénios,
tendo em conta o que acima se referiu, pode
esperar-se uma boa sensibilidade do teste de
aglutinacdo microscopica.

O soro de fetos abortados pode conter aglu-
tininas que, quando presentes, sao de valor
diagndstico. Embora nao se faca em testes de
rotina, também -se pode pesquisar anticorpos
na urina e liquido céfalo-raquidiano, sendo
estes entdo examinados por diluir (1).

Interpretacdo

Os titulos iguais ou superiores a 1:100 sao
considerados significativos, indicando portan-
to a presenca de infecgao por Leptospira (8).
No entanto, € necessdrio ter em mente diver-
sos factores que a seguir se enumeram.

Os anticorpos detectdveis pelo teste de aglu-
tinacdo microscopica estdao presentes dentro
de 10 dias apds a infeccao podendo atingir
titulos maximos dentro de 3-4 semanas; segui-
damente, o seu nivel sérico declina gradual-
mente, mas podem estar presentes titulos de-
tectaveis de 1 a 2 anos apds a infeccdao (8).
Segundo Harvey L. Rubin (9), a persisténcia
de niveis de anticorpos € extremamente varia-
vel; alguns animais permaneceriam Sero-posi-
tivos varios anos enquanto outros se tornariam
sero-positivos alguns meses apos a infeccao.
Serologicamente, o diagndstico da leptospirose
poderia ser confirmado pela observacao de
uma subida significativa de titulo mediante a
colheita de 2 amostras de soro do mesmo ani-
mal efectuadas respectivamente no inicio da
doenca e na fase de convalescenca, 10 a 14 dias
mais tarde; contudo, na pratica, nem sempre
este tipo de colheita € vidvel e, por outro lado,
a leptospirose € por vezes assintomatica ou de
suspeita tardia, o que dificulta a obtencao de
sangue no inicio da infeccdo. Assim, 0 meio
mais pratico seria a simples verificacao de ni-
veis de anticorpo significativos, embora sero-
logicamente seja dificil distinguir um titulo
residual de um titulo de uma infeccao actual
pelo exame de uma unica colheita de soro.

Como foi atrds referido, os animais com
titulos maiores ou iguais a 1:100 sdo conside-
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rados positivos a leptospirose. Este nivel de
discriminacao é provavelmente adequado para
reconhecer a maioria dos animais infecta-
dos (8). Contudo, Hoges (10) demonstrou que
alguns animais infectados activamente nao
produzem anticorpos a niveis correntemente
considerados de valor diagnostico. Isto parece
nao ser incomum nas infecgcdes provocadas
pelo serovar hardjo, endémicas no gado ho-
vino (11), que apresentam muitas vezes titu-
los baixos (12, 13). Mackintosh, Marshall e
Broughton (12) isolaram L. hardjo de gado
bovino com titulos de anticorpo < 1:24 e re-
ferem também que, num estudo efectuado
num matadouro, Ellis verificou que aproxima-
damente metade dos isolamentos provinham
de bovinos com titulos < 1:100 e que 16 %
destes davam titulos < 1:10 quando titulados
contra o isolado homodlogo. Ha também a hipo-
tese de deixar escapar animais no periodo de
incubacao se, apos o despiste de alguns posi-
tivos, se considerarem os restantes como ne-
gativos; se 0s animais positivos eliminavam
leptospiras na urina, alguns animais negativos
em contacto com eles podem estar no periodo
de incubacao, podendo portanto em breve vir
a tornar-se positivos (8). Ja foram isoladas
leptospiras a partir da urina de animais sel-
vagens sero-negativos (5).

Na maioria dos casos, a leptospirose € um
problema de grupo e deve ser diagnosticada
nesta base. Assim, para se obter informacao
significativa, devem colher-se amostras de uma
certa percentagem dos animais dum mesmo
grupo (segundo L. Rubin pelo menos 10 %),
relacionando os resultados serologicos com
dados clinicos ou epidemioldgicos (9).

Conclusao

Em suma, a reaccdo de aglutinacdo micros-
copica continua a ser o teste standard de refe-
réncia no diagnodstico seroldgico da leptospi-
rose. Os animais que tenham titulos = 1:100
sao considerados positivos. No entanto, os
resultados devem ser interpretados com as
devidas reservas, na medida em que podem
haver animais portadores e disseminadores de
leptospiras sem que haja um nivel de anti-
corpos detectdvel e, por outro lado, um ani-
mal que apresente um titulo positivo ndo serd
necessariamente possuidor de uma infeccao
actual.
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Os resultados da serologia, sempre que
possivel e especialmente nos casos duvidosos,
devem ser completados com o isolamento e
tipificacdo da Leptospira e, sempre que se
julgue necessdrio, os animais suspeitos devem
ser isolados (8) e tratados.

ISOLAMENTO

O isolamento de leptospiras € o modo mais
positivo pelo qual um diagnodstico definitivo
da leptospirose pode ser feito (14). Segundo
Turner (5), os resultados da serologia devem
ser considerados apenas como potencialmente
indicativos do Serogrupo e o organismo cau-
sador da infeccdo (serovar) deve ser isolado
e classificado por absorcéo cruzada de agluti-
ninas.

A escolha de material apropriado para o iso-
lamento depende do provavel estddio da infec-
cao do(s) animal(ais) em estudo. Durante a
fase de leptospirémia os materiais de escolha
Sdo o sangue, Orgios vasculares (especial-
mente o figado, baco, rim), e o liquido céfalo-
-raquidiano. Na fase de leptospiruria e produ-
céo de anticorpos, o cortex renal e a urina sao
0s indculos mais apropriados. Estes podem
sempre examinar-se quando se pretende veri-
ficar se um animal é portador de leptospiras
(14). O material deve ser colhido antes da
antibioterdpia (15).

E necessdrio também ter em conta que a
viabilidade das leptospiras no material colhido
ou a colher € limitada. As variacoes de pH da
urina geralmente matam as leptospiras, de-
vendo proceder-se a sementeira logo apds a
colheita; os tecidos colhidos a partir de ani-
mais mortos ha mais de 24 horas sem terem
sido refrigerados nao sao adequados para o
isolamento. Em condicbes ideais, os tecidos
devem ser colhidos e semeados imediatamente
apos a morte ou eutandsia dos animais, uma
vez que a autolise pode criar condicées adver-
sas de anaerobiose (as leptospiras siao aero-
bias). No entanto, sob refrigeracao adequada
(4> C), as leptospiras poderido apresentar viabi-
lidade durante alguns dias. A congelacio reduz
grandemente o numero de leptospiras vidveis,
portanto nao € aconselhdvel. Quando se colhe-
rem tecidos para cultura, podem também
colher-se para exame histopatolégico. Todo o
trabalho para isolamento deve processar-se
em condicoes de assépcia (14).

35



O isolamento € efectuado mediante a semen-
teira de material em meio especifico, usual-
mente semi-solido, segundo técnicas ja refe-
ridas (1, 14, 15). Qualquer que seja o meio
utilizado ou a técnica escolhida, 0 crescimento
é sempre lento e 0 Processo de obtencao de
culturas densas e puras fastidioso. Por vezes
sAo precisos varios meses de trabalho de
re-isolamento e purificacdo de contaminan-
tes antes que se obtenha uma cultura pronta
para tipificacéo. Para além do crescimento ser
lento, existem varios factores que afectam a
viabilidade das leptospiras «in vitro»: pre-
senca de residuos de detergentes e antisépticos
nos tubos de meio de cultura, eventuais alte-
racoes de pH do meio, presenca de substan-
icas inibidoras no indculo (anticorpos, lipi-
dos libertados por emulsificacdo dos tecidos),
contaminacao com outros microrganismos,
ete. (15).

O estado portador nos animais domésticos
é caracterizado pela eliminacdo de leptospiras
na urina por um periodo varidvel de tempo,
apods a fase aguda ou uma infeccao inaparente,
néo se acompanhando de sinais clinicos. O iso-
lamento de leptospiras na urina é particular-
mente util na deteccdo destes casos. No en-
tanto, sendo a eliminacdo intermitente, 08
resultados negativos nao excluem a possibili-
dade de haver de facto leptospiruria (1).

O isolamento de leptospiras a partir de fetos
(além da serologia fetal) € o melhor métedo
de diagndstico do aborto por leptospirose,
tendo em conta que muitas vezes 0S8 animais
abortam fetos infectados por leptospira sem
que apresentem titulos de anticorpos serolo-
gicamente detectaveis (18).

Devido aos jd referidos factores que afectam
a viabilidade das leptospiras (nos tecidos ou
fluidos e in «vitro»), 0s resultados negativos
a0 isolamento n@o significam necessariamente
a auséncia de infeccao por leptospira.

CLASSIFICACAO E IDENTIFICACAO

As caracteristicas morfologicas e de motill-
dade das leptospiras permitem identifica-las
por observacao microscopica (fundo escuro)
até ao género. Este compreende 2 especies:
L. interrogans (leptospiras patogénicas) e L.
biflexa (leptospiras saprofitas) (1).

As leptospiras saprofitas estdo raramente
associadas com a infeccdo no homem Ou OU-
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tros mamiferos. Diferenciam-se culturalmente
da L. interrogans pela capacidade de cresci-
mento a 13°C e em meio contendo 225 pg/ml
de 8- azaguanina, além da diferenciagao sero-
16gica e por taxonomia de DNA (1).

Como jé foi referido, a base taxonomica
para a classificacao das leptospiras € O sero-
var. Os serovars que tém uma relagao serolo-
gica mais estreita agrupam-se, para fins pra-
ticos, em serogrupos. Existem actualmente 183
serovars de L. interrogans agrupados em 25
serogrupos distintos.

As propriedades culturais de todos 0s sero-
vars de L. interrogans sao essencialmente as
mesmas e a sua diferenciacao € feita pelas
suas caracteristicas serologicas (1).

Quando se obtém uma cultura pura de L.
interrogans procede-se primeiramente a iden-
tificacdo do serogrupo a que pertence. Esta €
feita mediante a realizacao de um teste de
aglutinacao microscopica com uma bateria
adequada de «soOros de grupo». Um SoOro de
grupo € um antisoro de coelho seleccionado
que aglutina optimamente todos 0S S€rovars
dentro de um dado serogrupo e que dé um
minimo de aglutinacdes cruzadas com estirpes
de outros serogrupos. O «soro de grupo» gque
da o titulo mais alto indica o serogrupo a que
pertence a estirpe isolada (1).

A determinacido do serovar € muito mais
complicada. O método classico, aprovado pela
OMS. (), é baseado em testes de aglutinacao
cruzada e absorcdo cruzada de aglutininas.
E um método fastidioso, sendo necessario con-
frontar a estirpe isolada com cada serovar do
serogrupo a que pertence. Segundo a O.M.S.
(7), «duas estirpes sao consideradas como
pertencentes a serovars diferentes se apos
absorcao cruzada com quantidades adequadas
de antigénio heterologo, 10 % ou mais do ti-
tulo homdlogo permanece €m pelo menos um
dos dois antisoros».

Apesar de ter uma técnica morosa e dgue
requer a utilizacao de grande quantidade de
meio e antisoros, a classificacao de estirpes
isoladas é de toda a utilidade para O alarga-
mento dos dados epidemiol6gicos da regiao
ou efectivo em estudo. O conhecimento de
quais 0s serovars presentes permite a aplica-
cao mais eficaz de medidas de tratamento
e/ou profilaxia.
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IMUNOFLUORESCENCIA

Utiliza-se para a visualizacdo de leptospiras
(pesquisa de antigénio) guando niao € acon-
selhdavel recorrer ao isolamento, por este ser
dificil e moroso, ou quando os tecidos a ana-
lisar se encontram deteriorados, nao sendo
provavel a presenca de leptospiras vidveis.
Pode usar-se também como complemento do
diagndstico (AE. Stevens - C.V.L.- Weybridge,
U .K - comunicacao pessoal).

As leptospiras sao evidenciadas pelo mé-
todo dos anticorpos marcados com fluorcro-
mos (17).

O material usado para a preparacido das la-
minas pode ser: macerado de 6rgéo, esfregaco
por impressao, ou por criofactura (N, liquido).

A) LF. directa — A aplicacao directa de imu-
noglobulinas conjugadas com isotiocianato de
fluoresceina sobre as laminas preparadas e
fixadas tem a vantagem de ser um método
rapido e com menos efeitos de fluorescéncia
inespecifica. No entanto, € necessaria a pre-
paracao e conjugacao de antisoros hiperimu-
nes especificos (AE. Stevens, com. pes.).

B) I. F. indirecta — E uma técnica mais mo-
rosa, tendo a vantagem de se poder usar um
conjugado anti-espécie comercializado. E ne-
cessdrio, no entanto, ter uma bateria adequada
de antisoros hiperimunes anti-leptospira (A .E.
Stevens, com. pes.).

Segundo Turner (15) a técnica dos anticor-
pos fluorescentes teria em teoria duas prin-
cipais vantagens: as leptospiras sao coradas;
esta coloracao € baseada numa reaccao anti-
génio-anticorpo, sendo portanto especifica.

Convém no entanto lembrar que se a con-
centracao dos microrganismos no material a
examinar for baixa, pode ser dificil obser-
vd-las, mesmo que a técnica tenha sido bem
executada.

Segundo W.A. Ellis (Belfast-Stormont, co-
municacao pessoal), ha varios aspectos essen-
ciais para uma boa sensibilidade e especifici-
dade da técnica:

a) O microscopio usado — E necessario o
uso de um microscopio equipado com objecti-
vas de alta ampliacdo e iluminacdo por luz
incidente.

b) Uso da técnica de coloracao directa — Na
IL.F. indirecta surgem demasiados artefactos
que complicam uma visualizacido satisfatoria
das leptospiras.
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¢) Qualidade do antisoro — O uso da I.F.
directa requer o uso de antisoro de alta quali-
dade. A qualidade de um soro hiperimune de
coelho nao se relaciona com a sua actividade
de aglutinacao, mas com os niveis de IgG
electroforeticamente lenta. Para a estimulacao
de niveis adequados desta classe de Ig, apli-
ca-se um calenddario de inoculacdo lenta, des-
crito por Ellis (17).

d) Reducdo da coloracao nao especifica ao
minimo (17).

A técnica dos anticorpos fluorescentes tem
a vantagem de.nao ser necessiario que as
leptospiras estejam vivas e intactas para a sua
evidenciacao nos tecidos. No entanto, tem a
desvantagem de requerer a elaboracao de anti-
soros especificos de alta qualidade, muitas
vezes nao disponiveis comercialmente (18).
Além disto, quando se desconhecem quais 0s
serovars mais prevalentes nas regioes ou pais
em estudo, € necessario trabalhar com uma
larga quantidade de antisoros ou conjugados,
Se nao se quiser obter resultados falsos nega-
tivos.

Portanto, serda mais vidvel aplicar esta téc-
nica quando ja se dispdéem de dados suficien-
tes sobre as referidas prevaléncias, reduzindo
assim o numero de serovars a pesquisar, a se-
melhanca do que acontece em Inglaterra e
outros paises europeus, onde se aplica a ILF.
directa na pesquisa de rotina de infeccoes
pelo serovar hardjo (A.E. Stevens - CVL, Wey-
bridge, comunicacao pessoal).

EXAME A FRESCO EM MICROSCOPIO
DE FUNDO ESCURO

O uso deste metodo microscopico para de-
tectar leptospiras em fluidos ou tecidos pode-
ria constituir um meio rdpido de diagnostico.
No entanto, acontece que a concentracao des-
tes microrganismos € muitas vezes demasiado
baixa para permitir uma pronta deteccdo no
material examinado. E frequente encontra-
rem-se artefactos, residuos celulares e outras
«pseudo-leptospiras» cuja visualizacdo pode
facilmente induzir em erro o observador me-
nos experiente (1).

A presenca de leptospiras no sangue ou ii-
quido céfalo-raquidiano na fase inicial da in-
feccao € efémera, sendo raramente detectada
a tempo, em especial nas formas assintomati-
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cas ou exames tardios. A eliminacao de leptos-
piras na urina tem duracao mais longa, mas
por outro lado € intermitente, e a sua visuali-
zacao dificultada por frequentes residuos celu-
lares e outros artefactos (1).

Segundo W.A. Ellis (18), esta técnica, des-
crita em véarios livros como sendo um metodo
litil de demonstracido de leptospiras em flui-
dos, ndo tem qualquer valor, dando resultados
falsos negativos e/ou positivos, mesmo quando
efectuada por pessoal especializado.

A observacdo a fresco de leptospiras poderd
apenas constituir um diagndstico presuntivo,
exigindo sempre uma confirmagao por outros
métodos (1).

COLORACOES POR IMUNOPEROXIDASE
E IMPREGNACAO PELA PRATA

Ambas as técnicas sao susceptiveis de dar
resultados falsos positivos e falsos negativos
1, 18).

ELISA.

Potencialmente um teste de grande utili-
dade, pois tem uma grande sensibilidade e
permite medir a resposta imunitaria por dife-
rentes classes de Ig. No entanto, a sua especi-
ficidade é reduzida, sendo por enquanto usada
(Inglaterra) apenas a nivel experimental.
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FIGURA 1

MODELO DA PATOGENESE DA LEPTOSPIROSE (ELLIS, 1986)
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1b. METODOS DE DIAGNOSTICO
SEROLOGICOS SUBIDA DE TITULO EM 2 AMOSTRAS VALOR LIMITADO
(AGUDA E CONVALESCENTE). DETECCAO
DE ANTICORPOS A TITULO POSITIVO
CULTURAIS: ANIMAL SANGUE, LCR URINA
VIVO LEITE
ANIMAL RIM, FIGADO, RIM
MORTO PULMAO, OLHO,
FLUIDOS CORPORAIS
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* Figura adaptada (18)
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